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ي ﺗﻮاﻟﻲ اﺗﺼﺎل ﻴﻪﻧﺎﺣﺑﺎ اﻧﺘﻘﺎل  MVSpاز ﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲ ﺗﺪاﺧﻠﻲ اﻳﺠﺎد وﻛﺘﻮرﻫﺎي 
  ﺑﻪ آن (Btta)در ژﻧﻮم 
  
  *2، زﻫﺮه ﺣﺠﺘﻲ2،1ﺣﻤﻴﺪه ﺟﻌﻔﺮي
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ﻫﺎي داروﻳﻲ و ﻧﻴﺰ در ﻴﻦﭘﺮوﺗﺌﺑﺮاي اﻓﺰاﻳﺶ ﺑﻴﺎن 
ﺧﺎرﺟﻲ ﺑﻪ  ANDي ژن درﻣﺎﻧﻲ ﺑﺎ ﻫﺪف وارد ﺷﺪن ﻴﻨﻪزﻣ
ﺗﻮان از ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ در ﻲﻣﺻﻮرت ﭘﺎﻳﺪار در ژﻧﻮم، 
ز اﻳﻦ (. ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده ا1ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺧﺎص در ژﻧﻮم ﺑﻬﺮه ﺑﺮد )
ﻴﻚ )وﻛﺘﻮر ﻧﻮﻛﻠﺌي اﻟﺤﺎق اﺳﻴﺪﻫﺎي ﻴﻨﻪزﻣﻫﺎ ﻴﺴﺘﻢﺳ
ﺣﺎوي ژن ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ( ﺑﻪ ﺻﻮرت اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ و ﭘﺎﻳﺪار در 
ﻳﻦ در اﺷﻮد. ﻲﻣي ﻣﻴﺰﺑﺎن ﻓﺮاﻫﻢ ﻫﺎﺳﻠﻮلداﺧﻞ ژﻧﻮم 
ﻫﺎ ﻳﻚ آﻧﺰﻳﻢ رﻳﻜﺎﻣﺒﻴﻨﺎز ﻳﺎ اﻳﻨﺘﮕﺮاز ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﺑﻴﻦ ﻴﺴﺘﻢﺳ
  .(2ﻛﻨﺪ )ﻲﻣدو ﺟﺎﻳﮕﺎه را ﻛﺎﺗﺎﻟﻴﺰ 
  ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺧﺎص وﺟﻮد دارد:  ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ درﺳﻪ ﻧﻮع 
ﻫﺎي ﻴﻚﺗﻜﻨ: ﻳﻜﻲ از pxol/erc ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ - 1
( اﺳﺖ ﻛﻪ ﺑﺮاي اﻟﺤﺎق gnitegrat  enegاﻟﺤﺎق ژﻧﻲ )
ﺧﺎﺻﻲ در ژﻧﻮم ﺑﻪ ﻛﺎر ﺑﺮده  در ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻫﺎي ﻫﺎژن
وﺟﻮد دارد و  1Pﺷﻮد. اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ در ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﻮﻓﺎژ ﻲﻣ
  ﭼﻜﻴﺪه:
ﺑﺮاي  ﻏﺎﻟﺒﺎً( OHCﻫﺎﻣﺴﺘﺮ ﭼﻴﻨﻲ )ﺗﺨﻤﺪان  يﻫﺎﺳﻠﻮلدي اﺳﺖ ﻛﻪ اﻧﻮاع ﻣﺨﺘﻠﻔﻲ از ﺳﺎﻟﻴﺎن زﻳﺎ زﻣﻴﻨﻪ و ﻫﺪف:
ي ﻣﻴﺰﺑﺎن، ﻳﻚ ﭼﺎﻟﺶ ﺑﺰرگ اﺳﺖ. ﻫﺎﺳﻠﻮلﺷﻮد. ﺗﻮﻟﻴﺪ داﺋﻤﻲ در اﻳﻦ ﻲﻣﺗﻮﻟﻴﺪ اﻛﺜﺮ ﻣﺤﺼﻮﻻت داروﻳﻲ اﺳﺘﻔﺎده 
ﺎ اﺳﺘﻔﺎده ﺑ MVSpر ( در وﻛﺘﻮBttaي ﺗﻮاﻟﻲ اﺗﺼﺎل در ژﻧﻮم ﺑﺎﻛﺘﺮي ) ﻫﺪف از اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﻧﺎﺣﻴﻪ
  ﺑﻮده اﺳﺖ.  OHCيﻫﺎﺳﻠﻮلﺑﺮاي ﺑﻘﺎي ﻃﻮﻻﻧﻲ وﻛﺘﻮر در  13Cihpاز ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ 
ﺑﻪ ﻋﻨﻮان  IIuvPي ﻛﻨﻨﺪهدر اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ، ﻳﻚ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻢ ﻣﺤﺪود  روش ﺑﺮرﺳﻲ:
ﺑﻪ اﻳﺠﺎد دو اﻧﺘﺨﺎب ﻛﻪ ﺑﺮش ﺑﺎ اﻳﻦ آﻧﺰﻳﻢ ﻣﻨﺠﺮ  MVSpدر وﻛﺘﻮر  CLCﺟﺎﻳﮕﺎه ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﺗﻮﺳﻂ ﻧﺮم اﻓﺰار 
 2BBrDpاز وﻛﺘﻮر  Bttaي ﻴﻪﻧﺎﺣاﻧﺘﻬﺎي ﺻﺎف در وﻛﺘﻮر ﺷﺪ. دو ﭘﺮاﻳﻤﺮ اﺧﺘﺼﺎﺻﻲ ﺑﺮاي ﺟﺪاﺳﺎزي و ﺗﻜﺜﻴﺮ 
ﺑﺮ روي ﻗﻄﻌﻪ ﺗﻜﺜﻴﺮﺷﺪه در ﺟﻬﺖ ﺗﺎﻳﻴﺪ  RCPﻃﺮاﺣﻲ ﺷﺪ. ژل اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز و آﻧﺎﻟﻴﺰ ®ogilO 5 ﻧﺮم اﻓﺰارﺗﻮﺳﻂ 
  ﺳﺎﺧﺘﺎر آن اﻧﺠﺎم ﺷﺪ.
اﻟﺤﺎق ﺷﺪ و ﺗﻮﺳﻂ ژل اﻟﻜﺘﺮوﻓﻮرز ﻧﺸﺎن داده  MVSpداﺧﻞ وﻛﺘﻮر  ﺑﻪ ﻃﻮر ﻣﻮﻓﻖ در Bttaي ﻴﻪﻧﺎﺣ ﻳﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎ:
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و ﻲﻛﻠﻨاز  RCP ynolocواﻛﻨﺶ MVSp در وﻛﺘﻮر  Bttaﺷﺪ. در ﺟﻬﺖ ﺗﺎﻳﻴﺪ ورود ژن 
  اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ. Bttaي ﺑﺎﻧﺪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﺗﺮادف ﻣﺸﺎﻫﺪهﺻﺤﺖ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﺑﺎ 
ﺑﺎ ﺑﻬﺮه ﮔﻴﺮي از اﻳﻦ  .ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ  MVSpﻴﺪدر ﭘﻼﺳﻤ Bttaدر اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ، ﺟﺎﻳﮕﺎه  ﻧﺘﻴﺠﻪ ﮔﻴﺮي:
ﺑﻌﺪ از اﻟﺤﺎق ژن اﻳﻨﺘﺮﻓﺮون  ﻣﻲ ﺗﻮان، OHCي ﻫﺎﻛﺮوﻣﻮزوم ﺳﻠﻮل در Ptta‐odespاﻃﻼﻋﺎت و وﺟﻮد ﺟﺎﻳﮕﺎه 
ﺑﺮاي اوﻟﻴﻦ  OHCي ﻫﺎاﻧﺴﺎﻧﻲ در اﻳﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ، و ورود اﻳﻦ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ و ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺣﺎوي آﻧﺰﻳﻢ اﻳﻨﺘﮕﺮاز ﺑﻪ ﺳﻠﻮل
  .ﻓﺮاﻫﻢ ﻛﺮد OHCي ﻫﺎﺳﻠﻮلرا در  ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦري ﺑﻴﺎن اﻳﻦ ي ﭘﺎﻳﺪاﻴﻨﻪزﻣﺑﺎر 
  
،ﺧﺎص ، ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ در ﺟﺎﻳﮕﺎهﻳﻮﻛﺎرﻳﻮﺗﻲي ﺗﻮاﻟﻲ اﺗﺼﺎل در ژﻧﻮم ﻴﻪﻧﺎﺣﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﺗﺨﻤﺪان ﻫﺎﻣﺴﺘﺮﭼﻴﻨﻲ، : ﻫﺎي ﻛﻠﻴﺪي واژه
  .MVSpوﻛﺘﻮرﻫﺎي ﺗﺪاﺧﻠﻲ، وﻛﺘﻮر 
  زﻫﺮه ﺣﺠﺘﻲﺟﻌﻔﺮي و ﺣﻤﻴﺪه      Bttaي ﻴﻪﻧﺎﺣﺗﺪاﺧﻠﻲ ﺷﺎﻣﻞ   ﺳﺎﺧﺖ وﻛﺘﻮرﻫﺎي
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را  ANDاﻳﻨﺘﮕﺮه ﺷﺪن ﻳﻚ ﺗﻮاﻟﻲ  ercآﻧﺰﻳﻢ رﻳﻜﺎﻣﺒﻴﻨﺎز 
ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي ﺑﻪ ﻧﺎم  43ر داﺧﻞ ﻳﻚ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ د
ﺷﺎﻣﻞ  pxol(. ﺟﺎﻳﮕﺎه 3ﻛﻨﺪ )ﻲﻣﻛﺎﺗﺎﻟﻴﺰ  pxolﺟﺎﻳﮕﺎه 
ﺑﺎ ﺗﺮادف  31 pbو دو ﺗﻮاﻟﻲ  در وﺳﻂ 8pb  ﻳﻚ ﺗﻮاﻟﻲ
(. 4ﺑﺎﺷﺪ )ﻲﻣﺗﻮاﻟﻲ وﺳﻂ  در دو ﻃﺮفﺗﻜﺮاري ﻣﻌﻜﻮس 
 واﻛﻨﺶ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﺑﻮدن ﻳﺮﭘﺬﻣﺸﻜﻞ اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ، ﺑﺮﮔﺸﺖ 
، ANDﺑﻌﺪ از اﻳﻨﺘﮕﺮه ﺷﺪن ﺗﻮاﻟﻲ ﺑﺎﺷﺪ. ﺑﻪ دﻟﻴﻞ اﻳﻨﻜﻪ ﻲﻣ
ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﺑﺮاي آﻧﺰﻳﻢ ﻋﻤﻞ  pxolدو ﺟﺎﻳﮕﺎه 
ﺑﻴﻦ اﻳﻦ  ANDﻛﺮده و ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ ﺧﺎرج ﺷﺪن ﺗﻮاﻟﻲ 
ﺷﻮﻧﺪ. اﺧﺘﺼﺎﺻﻴﺖ اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ در ﻲﻣﻫﺎ ﺟﺎﻳﮕﺎه
  ﺗﺨﻤﻴﻦ زده ﺷﺪه اﺳﺖ. %08ﺣﺪود 
: اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ TRF/PLFﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ  - 2
ﺳﺮوﻳﺴﻴﻪ وﺟﻮد دارد. در اﻳﻦ  ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ در ﺳﺎﻛﺎروﻣﻴﺴﺲ
ﻫﺎي ي ﺗﻮاﻟﻲﻛﺎﺗﺎﻟﻴﺰ ﻛﻨﻨﺪه PLFﺳﻴﺴﺘﻢ آﻧﺰﻳﻢ رﻳﻜﺎﻣﺒﻴﻨﺎز 
ﺑﺎﺷﺪ. ﻃﻮل ﻛﺎﻣﻞ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻲﻣ TRFژﻧﻲ ﺷﺎﻣﻞ ﺗﻮاﻟﻲ 
 pxol(. اﻳﻦ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﺒﻴﻪ ﺑﻪ ﺗﻮاﻟﻲ 3اﺳﺖ ) 84  pb،TRF
ﺑﺎﺷﺪ. ﻲﻣ 31  pbي ﺗﻜﺮاريﻴﻪﻧﺎﺣﺑﻮده وﻟﻲ داراي ﺳﻪ 
 pxol/ercﻢ ﻫﻤﺎﻧﻨﺪ ﺳﻴﺴﺘ TRF/PLFﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ 
واﻛﻨﺶ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ را ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺑﺮﮔﺸﺖ ﭘﺬﻳﺮ اﻧﺠﺎم 
  pxol/ercدﻫﺪ، وﻟﻲ اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﺑﺮﺧﻼف ﺳﻴﺴﺘﻢﻲﻣ
  دﻫﺪ.ﻲﻣرا ﻧﺸﺎن  %01اﺧﺘﺼﺎﺻﻴﺖ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﻛﻤﺘﺮ از 
: اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ Q13C ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ اﻳﻨﺘﮕﺮاز - 3
ﺑﺎﺷﺪ. ﻧﻘﺶ ﻲﻣﺗﺮ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ دو ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻗﺒﻠﻲ ﺑﺴﻴﺎر ﭘﻴﭽﻴﺪه
 ﺷﺪن ﻓﺎژ ﮕﺮهﻳﻨﺘاﮔﺮي ﻣﻴﺎﻧﺠﻲ زﻳﺴﺘﻲ اﻳﻦ اﻳﻨﺘﮕﺮاز
ﻫﺎي ﺑﻪ داﺧﻞ ژﻧﻮم اﺳﺘﺮﭘﺘﻮﻣﺎﻳﺴﺲ از ﻃﺮﻳﻖ ﺗﻮاﻟﻲ Q13C
ﺗﺤﺖ ﻫﺪف ﻣﻮﺟﻮد در ژﻧﻮم ﻫﺎي ﻓﺎژ و ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺖ. اﻳﻦ 
 ﻫﺎ ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺷﺎﻣﻞ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺗﻮاﻟﻲ اﺗﺼﺎل در ژﻧﻮم ﻓﺎژيﻲﺗﻮاﻟ
و ﺗﻮاﻟﻲ اﺗﺼﺎل در  (Ptta =emoneg egahp ni etis tnemhcattA)
 (emoneg lairetcab Btta =ni etis tnemhcattA) ژﻧﻮم ﺑﺎﻛﺘﺮي
(. ﺣﺪاﻗﻞ ﺗﻮاﻟﻲ ﻋﻤﻠﻜﺮدي ﺑﺮاي اﻳﻦ دو 4ﺑﺎﺷﻨﺪ )ﻲﻣ
ﺟﻔﺖ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ اﺳﺖ  43 و 93ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ ﺷﺎﻣﻞ 
(. اﮔﺮﭼﻪ اﻳﻦ دو ﺗﻮاﻟﻲ ﺑﺎ ﻫﻢ ﻣﺘﻔﺎوت ﻫﺴﺘﻨﺪ اﻣﺎ ﻫﺮ دو 5)
ي وﺳﻂ داراي ﺳﻪ ﻧﻮﻛﻠﺌﻮﺗﻴﺪ ﻣﺸﺘﺮك ﻴﻪﻧﺎﺣﺗﻮاﻟﻲ در 
ﺷﻜﺎﻓﺘﻪ ﺷﺪه و  ANDﺑﺎﺷﻨﺪ. در اﻳﻦ ﻣﻨﻄﻘﻪ ﻲﻣ
(. ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﺑﻴﻦ 4اﻓﺘﺪ )ﻲﻣآور اﺗﻔﺎق  ﻛﺮاﺳﻴﻨﮓ
 ANDاﻳﻨﺘﮕﺮه ﺷﺪن  ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ Pttaو  Bttaي ﻫﺎ ﻳﮕﺎهﺟﺎ
ﻲ اﻳﻨﺘﮕﺮه ﺷﺪه ﻣﺠﺎور و ﺗﻮاﻟدر داﺧﻞ ژﻧﻮم ﻣﻴﺰﺑﺎن ﺷﺪه، 
 (. اﻳﻨﺘﮕﺮاز6ﮔﻴﺮد )ﻲﻣﺟﺎي  Rttaو  Lttaدو ﺗﻮاﻟﻲ ﻫﻴﺒﺮﻳﺪ 
آﻣﻴﻨﻮاﺳﻴﺪ اﺳﺖ و از  316آﻧﺰﻳﻤﻲ ﻣﺘﺸﻜﻞ از  Q13C
ﺎي ﺧﺎﻧﻮاده ي رﻳﻜﺎﻣﺒﻴﻨﺎزﻫﺎي ﮔﺮوه ﺳﺮﻳﻦ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ اﻋﻀ
(. ﺑﻪ ﻃﻮرﻛﻠﻲ اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﺴﺒﺖ ﺑﻪ دو ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻗﺒﻠﻲ 7)
ﻣﺰاﻳﺎﻳﻲ دارد از ﺟﻤﻠﻪ اﻳﻨﻜﻪ در اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ ﺑﺮﺧﻼف دو 
ﻴﺎب ﻳﻜﺴﺮي از در ﻏﺳﻴﺴﺘﻢ ﻗﺒﻞ ﺗﻮاﻟﻲ اﻟﺤﺎق ﺷﺪه 
ﺮا ﺑﺮاي آﻧﺰﻳﻢ ﺗﻮاﻧﺪ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺳﻮﺑﺴﺘﻲﻧﻤﻛﻮﻓﺎﻛﺘﻮرﻫﺎ 
  اﻳﻨﺘﮕﺮاز ﻋﻤﻞ ﻛﻨﺪ.
ﺮاﻳﻦ ﺑﺮﺧﻼف دو ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻗﺒﻠﻲ آﻧﺰﻳﻢ اﻳﻨﺘﮕﺮاز ﻨﺎﺑﺑ
دﻟﻴﻞ ﺧﺎﺻﻴﺖ ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻳﻚ ﺟﻬﺘﻲ ﻋﻤﻞ ﻛﺮده و ﺑﻪ 
ﺗﺮاﻧﺲ  در اﻟﺤﺎقﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﺑﺮﮔﺸﺖ ﻧﺎﭘﺬﻳﺮ اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ 
(. 4ﻓﺮاواﻧﻲ دارد )ي ﭘﺴﺘﺎﻧﺪاران ﻛﺎرﺑﺮد ﻫﺎﺳﻠﻮلدر  ﻫﺎژن
 Pttaاز ﻃﺮﻓﻲ در ژﻧﻮم ﻣﻮش و اﻧﺴﺎن ﭼﻨﺪﻳﻦ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﺒﻪ 
  ﻫﺎيﻲﺗﻮاﻟﻫﺎ ﺷﺒﻴﻪ ﺑﻪ ﻲﺗﻮاﻟاﻳﻦ  ( وﺟﻮد دارد.Ptta-odesp)
- 04(. ﺷﺒﺎﻫﺖ اﻳﻦ دو ﺗﻮاﻟﻲ در ﺣﺪود 8ﺑﺎﺷﻨﺪ )ﻲﻣ Ptta
 ‐odesp Ptta ﻫﺎي (. ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ، ﺗﻮاﻟﻲ5ﺑﺎﺷﺪ )ﻲﻣ %03
ﺑﺎ ﻋﻤﻞ ﻛﻨﻨﺪ.  Q13C ﺗﻮاﻧﻨﺪ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺳﻮﺑﺴﺘﺮاي آﻧﺰﻳﻢﻲﻣ
ﺗﻮان ﻫﻤﺰﻣﺎن ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻲﻣﻳﻦ ﺧﺎﺻﻴﺖ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻣﺜﺎل ا
ﺰﻳﻢ اﻳﻨﺘﮕﺮاز و ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ي آﻧﺣﺎوي ژن روﻧﻮﻳﺴﻲ ﻛﻨﻨﺪه
در و ژن ﻫﺪف را ﺑﺮاي اﻳﻨﺘﮕﺮه ﺷﺪن  Bttaﺷﺎﻣﻞ ﺗﻮاﻟﻲ 
ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ  OHC ﻫﺎي در ﺳﻠﻮل Btta-odespﻫﺎي ﻳﮕﺎهﺟﺎ
را  %01وﻟﻲ اﻳﻦ ﺳﻴﺴﺘﻢ اﺧﺘﺼﺎﺻﻴﺖ ﻛﻤﻲ در ﺣﺪود ؛ ﻛﺮد
ﺑﺎﺷﺪ. اﻟﺒﺘﻪ ﻧﻮع ﺟﺪﻳﺪي از اﻳﻦ آﻧﺰﻳﻢ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺷﺪه ﻛﻪ ﻲﻣدارا 
آن  lanimret-Cﺳﻴﮕﻨﺎل ﺟﺎﻳﮕﻴﺮي ﻫﺴﺘﻪ اي در ﻗﺴﻤﺖ 
ﺑﺎﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ  و ﻓﻌﺎﻟﻴﺖ آن اﻓﺰاﻳﺶ ﻳﺎﻓﺘﻪ اﺳﺖ. اﻧﺪﻛﺮدهﺗﻌﺒﻴﻪ 
ﻴﻦ ﻫﺎي داروﻳﻲ از ﺟﻤﻠﻪ ﭘﺮوﺗﺌاﻳﻨﻜﻪ در زﻣﻴﻨﻪ ي ﺗﻮﻟﻴﺪ 
 اﻳﻨﺘﺮﻓﺮون ﺑﺘﺎ، ﺗﻮﻟﻴﺪ ﭘﺎﻳﺪار ﻳﻜﻲ از اﻫﺪاف ﻣﻬﻢ ﻣﻲ ﺑﺎﺷﺪ و
ﺑﻪ ﺻﻮرت  OHCﻴﻦ اﻳﻨﺘﺮﻓﺮون ﺑﺘﺎ در ﺳﻠﻮل ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌ
، ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﺷﻮد. ﻫﺪف از اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪﻲﻣﻧﺎﭘﺎﻳﺪار ﺗﻮﻟﻴﺪ 
 dna ,suneV ,nrutaS ,otulP(وﻛﺘﻮر در Bttaي ﻧﺎﺣﻴﻪ
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ﺑﺎﺷﺪ ﺗﺎ در آﻳﻨﺪه ﺑﺘﻮان ﺑﺎ وارد ﻲﻣ  )MVSp =sraM
و اﻧﺘﻘﺎل ﻫﻤﺰﻣﺎن آن ﺑﺎ  در آنﻛﺮدن ژن اﻳﻨﺘﺮﻓﺮون ﺑﺘﺎ 
ي اﻟﺤﺎق داﺋﻤﻲ ژن اﻳﻨﺘﺮﻓﺮون ﻴﻨﻪزﻣ tni‐VMCpوﻛﺘﻮر 





ﻧﻮع از دو اﻳﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﻲ آزﻣﺎﻳﺸﮕﺎﻫﻲ در 
: اﻳﻦ rfhd MVSpوﻛﺘﻮر  -1 :اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
ﺟﻔﺖ ﺑﺎز دارد و ﻳﻚ وﻛﺘﻮر  0046وﻛﺘﻮر در ﺣﺪود 
(. 01ﺑﺎﺷﺪ )ﻣﻲ –rfhd  OHCﻫﺎي ﻗﺎﺑﻞ ﺗﻜﺜﻴﺮ در ﺳﻠﻮل
اﺳﺖ ﻛﻪ  223RBpاي از ﭘﻼزﻣﻴﺪ اﻳﻦ وﻛﺘﻮر ﺣﺎوي ﻗﻄﻌﻪ
ﻫﻤﺎﻧﻨﺪﺳﺎزي را دارا  ﻣﺒﺪأﺳﻴﻠﻴﻦ و ژن ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﻪ آﻣﭙﻲ
ﺗﻮان ﺑﻪ ﺟﺎﻳﮕﺎه آﻏﺎز وﻛﺘﻮر ﻣﻲﺑﺎﺷﺪ. از اﺟﺰاي دﻳﮕﺮ ﻣﻲ
(. ﺣﻀﻮر 11اﺷﺎره ﻛﺮد ) 04VSﻫﻤﺎﻧﻨﺪﺳﺎزي و ﭘﺮوﻣﻮﺗﺮ 
، اﺟﺎزه ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ و ﺗﻜﺜﻴﺮ 223RBpﻫﺎي ﻣﺸﺘﻖ از ﺗﻮاﻟﻲ
ﻫﺎي ﻛﻪ ﺗﻮاﻟﻲﻲﺣﺎﻟ رددﻫﺪ، ﻣﻲ iloc .Eﭘﻼزﻣﻴﺪ را در 
ﻫﺎﻳﻲ اﺳﺖ ﻛﻪ ﺗﻮﻟﻴﺪ ﺣﺎوي ﺳﻴﮕﻨﺎل 04VSﻣﺸﺘﻖ از 
ﻫﺎي ﭘﺴﺘﺎﻧﺪاران ﻫﺎي ﭘﻴﺎﻣﺒﺮ ﻋﻤﻠﻜﺮدي را در ﺳﻠﻮل ANR
ﺑﺮ روي اﻳﻦ وﻛﺘﻮر،  rfhdﺷﻮد. وﺟﻮد ژن ﺑﺎﻋﺚ ﻣﻲ
ﺗﺮارﻳﺨﺖ ﺷﺪه  –rfhd OHCﻫﺎي اﻣﻜﺎن اﻧﺘﺨﺎب ﺳﻠﻮل
ﺳﻴﻠﻴﻦ ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﻪ آﻣﭙﻲدﻫﺪ و ژن ﺑﺎ اﻳﻦ وﻛﺘﻮر را ﻣﻲ
ﻫﺎي ﺣﺴﺎس ﺑﻪ ﻧﺘﺨﺎﺑﻲ را ﺑﺮاي ﺑﺎﻛﺘﺮيﺷﺮاﻳﻂ ا
 (.21) آوردﺳﻴﻠﻴﻦ ﻓﺮاﻫﻢ ﻣﻲآﻣﭙﻲ
 8038 pb: ﻃﻮل اﻳﻦ وﻛﺘﻮر 2BBrDpوﻛﺘﻮر  - 2
اﺳﺖ ﻛﻪ  Bttaﺑﺎﺷﺪ. ﻳﻜﻲ از اﺟﺰاي اﻳﻦ وﻛﺘﻮر، ژن ﻲﻣ
ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ   IIIdniHو 1RocEﺑﻴﻦ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻢ 
( ﺑﻪ nicymorgyHاﺳﺖ. ژن ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﻪ ﻫﺎﻳﮕﺮوﻣﺎﻳﺴﻴﻦ )
ي ﭘﺮوﻣﻮﺗﺮ دﻧﺒﺎﻟﻪﻛﺮ اﻧﺘﺨﺎﺑﻲ ﻋﻤﻞ ﻛﺮده و در ﻋﻨﻮان ﻣﺎر
ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ. ﻫﻢ ﭼﻨﻴﻦ ژن  aipocﺗﺮاﻧﺴﭙﻮزون 
ﺳﻴﻠﻴﻦ ﻧﻴﺰ در وﻛﺘﻮر وﺟﻮد دارد. اﻳﻦ ﻲآﻣﭙﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﻪ 
 ﺗﻜﺜﻴﺮ iloc  .Eﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺎ ﺗﻌﺪاد ﻛﭙﻲ ﺑﺎﻻ در ﺑﺎﻛﺘﺮي 
  (.9ﻛﻨﺪ )ﻲﻣ
ﻫﺎي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﺑﻪ روش ﻛﻠﺮﻳﺪ ﺳﻠﻮلﺑﺮاي ﺗﻬﻴﻪ 
ﻣﻮﻻر ﺗﻬﻴﻪ و ﻣﻴﻠﻲ 001ﺑﻪ ﺻﻮرت  lCaC2ﻛﻠﺴﻴﻢ، ﻣﺤﻠﻮل 
ﺑﻪ اﻳﻦ  iloc .Eي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﻫﺎﺳﻠﻮلاﺳﺘﺮﻳﻞ ﺷﺪ. روش ﺗﻬﻴﻪ 
ﺗﺎزه ﻛﺸﺖ  iloc .Eﺻﻮرت اﻧﺠﺎم ﺷﺪ: اﺑﺘﺪا ﻳﻚ ﻛﻠﻮﻧﻲ 
اﺳﺘﺮﻳﻞ ﺗﻠﻘﻴﺢ  BLﻟﻴﺘﺮ ﻣﻴﻠﻲ 5ﻳﺎﻓﺘﻪ ﺑﻪ ﻟﻮﻟﻪ آزﻣﺎﻳﺶ ﺣﺎوي 
 mprﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﻴﻜﺮدار )در اﻧﻜ 73C° ﮔﺮدﻳﺪ و در دﻣﺎي 
ﻟﻴﺘﺮ از ﻛﺸﺖ ( ﺑﻪ ﺻﻮرت ﺷﺒﺎﻧﻪ اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺷﺪ. ﻳﻚ ﻣﻴﻠﻲ051
ﺳﻲ ﺳﻲ 0001ﺣﺎﺻﻞ از ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻗﺒﻞ ﺑﻪ ارﻟﻦ  iloc  .E
 4ﺗﺎ  3اﺳﺘﺮﻳﻞ ﻣﻨﺘﻘﻞ ﺷﺪ و  BLﻟﻴﺘﺮ ﻣﻴﻠﻲ 001ﺣﺎوي 
ﺳﺎﻋﺖ در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﻴﻜﺮدار ﺑﺎ ﺷﺮاﻳﻂ ﻗﺒﻞ اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺷﺪ ﺗﺎ 
ده ( ﺑﻪ ﻣﺤﺪوDO006) ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ 006ﺟﺬب ﻧﻮري آن در 
ﺑﺮﺳﺪ. اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ، ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﺮاي اداﻣﻪ ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ  0/4-0/6
ﻟﻴﺘﺮ از ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﻣﺮﺣﻠﻪ ﻗﺒﻞ ﺑﺮداﺷﺘﻪ و ﻣﻴﻠﻲ 1ﺑﺎﺷﺪ. ﻣﻲ
اﺳﺘﺮﻳﻞ رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪ و ﺑﺮاي ﺗﻮﻗﻒ رﺷﺪ ﺑﻪ  در ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب
ﺑﻪ  دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮ روي ﻳﺦ ﻗﺮار داده ﺷﺪ. ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب 01ﻣﺪت 
ﻳﻔﻴﻮژ ﺳﺎﻧﺘﺮ 4C° و دﻣﺎي  0003mpr  دﻗﻴﻘﻪ در  5ﻣﺪت 
 004و ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ ﺗﺨﻠﻴﻪ ﺷﺪ. ﺑﻪ رﺳﻮب ﺣﺎﺻﻞ  ﺷﺪ
اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و ﺑﺮاي  ﻣﻮﻻر ﺳﺮدﻣﻴﻠﻲ  001 lCaC2ﻣﻴﻜﺮوﻟﻴﺘﺮ 
 از ﺣﻞﺣﻞ ﺷﺪن رﺳﻮب ﺑﻪ آراﻣﻲ ورﺗﻜﺲ ﺷﺪ. ﺑﻌﺪ 
دﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮ روي ﻳﺦ  03ﺷﺪن رﺳﻮب، ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﺑﻪ ﻣﺪت 
  iloc .Eي ﻣﺴﺘﻌﺪﻫﺎﺳﻠﻮلﺷﺪ؛ ﺑﺪﻳﻦ ﺗﺮﺗﻴﺐ  ﻗﺮار داده
 ،iloc .Eﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮي ﺟﻬﺖ ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ آﻣﺎده ﺷﺪﻧﺪ. ﺑﺮاي 
ي ﻗﺒﻞ را روي ﻳﺦ ﮔﺬاﺷﺘﻪ و ﻣﺮﺣﻠﻪي ﻣﺴﺘﻌﺪ ﻫﺎﺳﻠﻮل
 05در ﺣﺪود  اﻧﺠﺎم ﺷﺪ: ﻫﺎآني ﺑﺮ روﻣﺮاﺣﻞ زﻳﺮ 
ﻫﺎي ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم ﭘﻼزﻣﻴﺪ ﺑﻪ ﻫﺮ ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﺣﺎوي ﺳﻠﻮل
ﻣﺴﺘﻌﺪ ﺑﺎﻛﺘﺮﻳﺎﻳﻲ اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ. ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﺣﺎوي ﺑﺎﻛﺘﺮي 
 در ﺟﻬﺖدﻗﻴﻘﻪ ﺑﺮ روي ﻳﺦ ﻗﺮار داده ﺷﺪ.  03ﺑﻪ ﻣﺪت 
دﻗﻴﻘﻪ در  2اﻳﺠﺎد ﺷﻮك ﺣﺮارﺗﻲ ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﺑﻪ ﻣﺪت 
ﻗﺮار داده ﺷﺪ و ﭘﺲ از آن  24C° ﺑﻦ ﻣﺎري ﺣﺎوي آب 
دﻗﻴﻘﻪ روي ﻳﺦ ﮔﺬاﺷﺘﻪ ﺷﺪ .در  01ﺑﻼﻓﺎﺻﻠﻪ ﺑﺮاي ﻣﺪت 
ﺑﻪ ﻫﺮ ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب  BLﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ  004lµ اﻳﻦ ﻣﺮﺣﻠﻪ 
ﺳﺎﻋﺖ در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﻴﻜﺮدار ﺑﺎ  1اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪ و ﺑﻪ ﻣﺪت 
ار داده ﺷﺪ. در اﻳﻦ ﻣﺪت ﻗﺮ 051و دور  73C°  دﻣﺎي 
  زﻫﺮه ﺣﺠﺘﻲﺟﻌﻔﺮي و ﺣﻤﻴﺪه      Bttaي ﻴﻪﻧﺎﺣﺗﺪاﺧﻠﻲ ﺷﺎﻣﻞ   ﺳﺎﺧﺖ وﻛﺘﻮرﻫﺎي
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ﻫﺎ ﻓﺮﺻﺖ ﺑﻴﺎن ژن از ﺟﻤﻠﻪ ژن ﻣﻘﺎوﻣﺖ ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي
از اﻳﻦ  002 lµدر ﺣﺪود  ﻛﻨﻨﺪ.ﺑﻴﻮﺗﻴﻚ را ﭘﻴﺪا ﻣﻲآﻧﺘﻲ
ﺳﻴﻠﻴﻦ ﻛﺸﺖ ﺣﺎوي آﻣﭙﻲ ABLﻣﺤﻠﻮل ﺑﺮ روي ﻣﺤﻴﻂ 
ﺑﻪ ﻣﺪت  73C° اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﻴﻜﺮدار در دﻣﺎي  داده و در
ﺑﺮ  ﻫﺎيﺑﺎﻛﺘﺮﻳﻚ ﺷﺒﺎﻧﻪ روز ﻗﺮار داده ﺷﺪ. ﺑﻌﺪ از رﺷﺪ 
ﺷﺪه ﺟﻬﺖ  روي ﺳﻄﺢ ﭘﻠﻴﺖ ﻳﻚ ﻛﻠﻨﻲ ﺗﻚ ﺗﺮارﻳﺨﺖ
  اﻧﺠﺎم اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ اﻧﺘﺨﺎب ﺷﺪ.
اﺳﺘﺨﺮاج ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ ﺑﺎ روش 
 iloc .Eﻫﺎي يﺑﺎﻛﺘﺮﻛﻮﻳﺠﻠﻲ از -ﺟﻮﺷﺎﻧﺪن ﻫﻠﻤﺲ
از  ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ. ﻳﻚ ﺗﻚ ﻛﻠﻨﻲ eulB-1LX
ﺣﺎوي آﻧﺘﻲ  BLﻣﺤﻴﻂ  01 ccدر  ﻲﺗﺮارﻳﺨﺘ ﻫﺎييﺑﺎﻛﺘﺮ
و ﺑﻪ ﻣﺪت ﻳﻚ ﺷﺐ در اﻧﻜﻮﺑﺎﺗﻮر  ﺗﻠﻘﻴﺢ ﺷﺪﺑﻴﻮﺗﻴﻚ 
 1/5. ﮔﺮﻓﺖ ﻗﺮار 051 mprو  73 C°ﺷﻴﻜﺮدار ﺑﺎ دﻣﺎي 
 03و  ﺷﺪﻣﻨﺘﻘﻞ  اﺳﺘﺮﻳﻞ وﻳﺎلز ﻣﺤﻴﻂ ﻛﺸﺖ ﺑﻪ ﺳﻲ اﺳﻲ
ﺷﺪ. ﻣﺎﻳﻊ  ﻳﻔﻴﻮژﺳﺎﻧﺘﺮ 00031 mprو  4 C°ﺛﺎﻧﻴﻪ در دﻣﺎي 
ﻟﻴﺰ ﺑﺎﻓﺮ از ﺑﺎﻓﺮ  053 lmروﻳﻲ ﺗﺎ ﺣﺪ اﻣﻜﺎن ﺗﺨﻠﻴﻪ ﺷﺪ. 
از ﻣﺤﻠﻮل ﻟﻴﺰوزﻳﻢ ﺑﻪ  52 μlو  (TETS) ي ﺑﺎﻛﺘﺮيﻛﻨﻨﺪه
. ﺳﭙﺲ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ ﺷﺪﭘﻠﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ اﺿﺎﻓﻪ و ﻛﻮﺗﺎه ورﺗﻜﺲ 
 داده ﺷﺪ.ﻗﺮار  ﻴﺪنﺟﻮﺷدر ﺣﺎل ﺛﺎﻧﻴﻪ در آب  04
و  00031 mprدﻗﻴﻘﻪ در  51ﺑﻪ ﻣﺪت  ﻟﻴﺰ ﺷﺪه ﻫﺎييﺑﺎﻛﺘﺮ
. ﻣﺤﻠﻮل ﺷﻔﺎف روﻳﻲ را ﻛﻪ ﺷﺪ ﻳﻔﻴﻮژدﻣﺎي اﺗﺎق ﺳﺎﻧﺘﺮ
ﺑﻪ ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﺗﻤﻴﺰي ﻣﻨﺘﻘﻞ  ﺑﻮد ﺪيﻴﭘﻼﺳﻤ ANDواﺟﺪ 
اﺳﺘﺎت  04 lμ، ﻴﺪيﭘﻼﺳﻤ ANDﺑﻪ ﻣﺤﻠﻮل واﺟﺪ  .ﺷﺪ
ﺑﺎ ورﺗﻜﺲ و  ﺷﺪاﻳﺰوﭘﺮوﭘﺎﻧﻮل اﺿﺎﻓﻪ  024 μlﺳﺪﻳﻢ و 
دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي اﺗﺎق ﻗﺮار  5 ﻛﻮﺗﺎه ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪ و ﺳﭙﺲ
دﻗﻴﻘﻪ  5رﺳﻮب ﻛﻨﺪ. ﻣﺪت  ﻴﺪيﭘﻼﺳﻤ ANDﺗﺎ  ﮔﺮﻓﺖ
. اده ﺷﺪداﻧﺠﺎم  ﻳﻔﻴﻮژﺳﺎﻧﺘﺮ 4 C° و دﻣﺎي 00031 mprدر 
. ﺑﻮد ANRو  ﻴﺪيﭘﻼﺳﻤ ANDرﺳﻮب ﺣﺎﺻﻞ ﺷﺎﻣﻞ 
از ﻟﻴﺘﺮ ﻣﻴﻠﻲ 1 ﺧﺎرج ﺷﺪ.ﻃﻮر ﻛﺎﻣﻞ ﺑﻪ  ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ
ﺳﺮد ﺑﻪ ﭘﻠﺖ ﺳﻠﻮﻟﻲ اﺿﺎﻓﻪ و ورﺗﻜﺲ ﻛﻮﺗﺎه  %07اﺗﺎﻧﻮل 
 4 C°دﻗﻴﻘﻪ در دﻣﺎي  5. ﺳﭙﺲ ﺑﻪ ﻣﺪت داده ﺷﺪاﻧﺠﺎم 
. دور رﻳﺨﺘﻪ ﺷﺪو ﻣﺎﻳﻊ روﻳﻲ  ﻳﻔﻴﻮژﺳﺎﻧﺘﺮ 00021  mprو
داده ﻗﺮار  05-06 C° ﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﻫﺎ در دﻣﺎيدر اداﻣﻪ ﻣ
 + ETﻣﺤﻠﻮل  05 lμاﻟﻜﻞ ﺗﺒﺨﻴﺮ ﺷﻮد. ﻣﺎﻧﺪه ﺑﺎﻗﻲﺗﺎ  ﺷﺪ
و ﺑﻪ ﻣﺪت ﮔﺮدﻳﺪ ﺑﻪ ﻣﻴﻜﺮوﺗﻴﻮب ﻫﺎ اﺿﺎﻓﻪ  A  esaNR
 .(31ﺷﺪ ) دادهدﻣﺎي اﺗﺎق ﻗﺮار ﻳﻚ ﺳﺎﻋﺖ در 
ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي از  353ي ﻗﻄﻌﻪاز ﺗﻜﺜﻴﺮ  Bttaﺘﺮادف ﻣ
اﻳﻤﺮﻫﺎي ﻣﻮرد ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪ. ﺗﻮاﻟﻲ ﭘﺮ 2BBrDpوﻛﺘﻮر 
ﺻﻮرت ﺑﻮدﻧﺪ. ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﭘﻴﺸﺮو ژن ﻳﻦﺑﺪاﺳﺘﻔﺎده در اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ 
، ﭘﺮاﻳﻤﺮ ´3GTAGCTAGTCGACCCATGG´5 Btta
از  ،´3TAGGCTCCAGCTGCTAGG´5 Bttaﭘﻴﺮو ژن 
ﻧﺰدﻳﻚ ﺑﻮدن دﻣﺎي اﺗﺼﺎل ﻫﺮ دو ﺟﻔﺖ ﭘﺮاﻳﻤﺮ، ﻋﺪم ﻧﻈﺮ 
،  ®ogilO5 ﻫﺮ دو ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﺗﻮﺳﻂ ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ 3´اﺗﺼﺎل اﻧﺘﻬﺎي 
ﻣﺤﺼﻮﻟﻲ ﺑﻪ ﻃﻮل  Btta  ﭘﺮاﻳﻤﺮ ژن ﺑﺮرﺳﻲ ﺷﺪ. ﺟﻔﺖ
،  RCPي اﻧﺠﺎم ﺑﺮا ﻴﺎزﻧدﻫﺪ. ﻣﻮاد ﻣﻮرد ﺟﻔﺖ ﺑﺎز ﻣﻲ 353
ي ﻳﺦ ﺑﺎ ﻫﻢ ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪﻧﺪ و در دﺳﺘﮕﺎه ﺑﺮ رو
داده  ﻗﺮار ﻴﺮﻣﻨﻈﻮر ﺗﻜﺜﺑﺮﻧﺎﻣﻪ ﻣﺸﺨﺺ ﺑﻪ  ﻃﺒﻖ ﻳﻜﻠﺮﺗﺮﻣﻮﺳﺎ
ﺷﺪﻧﺪ. اﻳﻦ ﺑﺮﻧﺎﻣﻪ ﭘﺲ از ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎزي ﻣﺘﻌﺪد از ﻧﻈﺮ دﻣﺎ، 
آﻧﺰﻳﻢ ﭘﻠﻴﻤﺮاز ﺑﻪ ﻏﻠﻈﺖ ﻳﻮن ﻣﻨﻴﺰﻳﻢ، و زﻣﺎن ﻋﻤﻠﻜﺮد 
دﺳﺖ آﻣﺪ. ﺑﻨﺎﺑﺮاﻳﻦ ﺑﻌﺪ از ﺑﻬﻴﻨﻪ ﺳﺎزي ﺷﺮاﻳﻂ، واﻛﻨﺶ 
 وﻳﺎل و ﻫﺮﻛﺪام ﻣﺨﻠﻮﻃﻲ ﺑﻪ ﺣﺠﻢ ﻧﻬﺎﻳﻲ در ﺳﻪ RCP
، RCP01xﺑﺎﻓﺮ  5 µlاز  RCPﻣﺨﻠﻮط اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ.  05 µl
از ﻫﺮدو ﭘﺮاﻳﻤﺮ ﺑﻪ  2 µl، OSgM4( 52 Mm) 2/5 µl
و  loP  AND  ufPاز آﻧﺰﻳﻢ  0/5 u، 01 lompﻏﻠﻈﺖ 
( و آب ﺑﻪ ﻣﻘﺪار ﻣﻨﺎﺳﺐ 061lµ/rgn ﻴﺪي )ﭘﻼﺳﻤ AND
ﺗﺸﻜﻴﻞ ﺷﺪه ﺑﻮد. ﺷﺮاﻳﻂ ﺣﺮارﺗﻲ دﺳﺘﮕﺎه ﺗﺮﻣﻮﺳﺎﻳﻜﻠﺮ 
ﺑﺪﻳﻦ ﺷﺮح  RCP( ﺟﻬﺖ اﻧﺠﺎم ynamrneG ,frodnepE)
 5ﺑﻪ ﻣﺪت  59 ºcاﺳﺖ. دﻧﺎﺗﻮراﺳﻴﻮن اوﻟﻴﻪ در دﻣﺎي 
ﭼﺮﺧﻪ ﻛﻪ ﻫﺮ ﭼﺮﺧﻪ ﺷﺎﻣﻞ ﻣﺮﺣﻠﻪ  53دﻗﻴﻘﻪ، در اداﻣﻪ 
ﻴﻘﻪ، ﻣﺮﺣﻠﻪ اﺗﺼﺎل دﻗ 1ﺑﻪ ﻣﺪت  49 ºcدﻧﺎﺗﻮراﺳﻴﻮن در دﻣﺎي 
ﺛﺎﻧﻴﻪ و ﻣﺮﺣﻠﻪ ﮔﺴﺘﺮش در  54ﺑﻪ ﻣﺪت  94 ºcﭘﺮاﻳﻤﺮ در دﻣﺎي 
دﻗﻴﻘﻪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ و در آﺧﺮ ﻣﺮﺣﻠﻪ  1ﺑﻪ ﻣﺪت  07 ºcدﻣﺎي 
  دﻗﻴﻘﻪ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ. 01ﺑﻪ ﻣﺪت  27 ºcﮔﺴﺘﺮش ﻧﻬﺎﻳﻲ در دﻣﺎي 
ي ﭼﺎﻫﻚ ﺑﺮ رو RCP  ﺳﭙﺲ اﻳﻦ ﺳﻪ وﻳﺎل
 EATي دﻫﻨﺪهﻴﻞ ﺮ ﺗﺸﻜﺑﺎﻓﺑﺎ  %1ﺑﺰرﮔﻲ از ژل آﮔﺎروز 
ي ﺷﺪﻧﺪ. و اﻳﻦ ژن از ژل آﮔﺎروز ﺗﻮﺳﻂ ﻛﻴﺖ ﺑﺎرﮔﺬار
)ﺳﺎﺧﺖ ﻛﺸﻮر  ﻛﻴﺎژن ANDاﺳﺘﺨﺮاج و ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي 
 ﻛﺮه ﺟﻨﻮﺑﻲ(، ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﺷﺪ. 
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ي ﺗﻮﺿﻴﺢ داده ﻫﺎروش ﺗﻮﺳﻂ MVSp ﻴﺪﭘﻼﺳﻤ
ﻣﻨﺘﻘﻞ و  eulB‐1LX  iloc  .Eﺷﺪه در ﺑﺎﻻ ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮي 
ﺳﭙﺲ از ﺑﺎﻛﺘﺮي اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪ. اﻳﻦ وﻛﺘﻮر ﺗﻮﺳﻂ آﻧﺰﻳﻢ 
ﭘﺲ  IIuvPﻫﻀﻢ ﮔﺮدﻳﺪ. آﻧﺰﻳﻢ  IIuvPي ﻣﺤﺪودﻛﻨﻨﺪه
ﻛﻨﺪ و ﺑﻪ دﻟﻴﻞ ﻲﻣاز ﺑﺮش، اﻧﺘﻬﺎي ﺻﺎف در وﻛﺘﻮر اﻳﺠﺎد 
ﭼﺴﺒﺪ، ﻲﻣي ﺻﺎف دﻳﮕﺮ ﻴﻪﻧﺎﺣاﻳﻨﻜﻪ ﻫﺮ ﻧﺎﺣﻴﻪ ﺻﺎف ﺑﻪ 
ي هﻛﻨﻨﺪﻧﻴﺎزي ﺑﻪ اﻳﺠﺎد ﺟﺎﻳﮕﺎه در ﭘﺮاﻳﻤﺮﻫﺎي ﺗﻜﺜﻴﺮ 
ﻧﺒﻮد. اﺑﺘﺪا واﻛﻨﺶ ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ وﻛﺘﻮر  Bttaي ﻴﻪﻧﺎﺣ
ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ  52 µlﺑﻪ اﻳﻦ ﺻﻮرت اﻧﺠﺎم ﺷﺪ:  MVSp
 Gﺑﺎﻓﺮ 5lµ  (،01 lµ/u) آﻧﺰﻳﻢ 3/7 lµ(، 003 lµ /rgn)
و آب ﺑﻪ ﺣﺠﻢ ﻻزم ﺗﻬﻴﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. دو وﻳﺎل از اﻳﻦ   )X01(
ﺑﻪ  73C°  ، در دﻣﺎي 05 µl واﻛﻨﺶ ﻫﺮ ﻛﺪام ﺑﻪ ﺣﺠﻢ
ي روﺑﺮ ﻣﺎري اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺷﺪﻧﺪ. ﺳﭙﺲ ﺳﺎﻋﺖ در ﺑﻦ  3ﻣﺪت 
  ي ﺷﺪه و از ژل اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪﻧﺪ.ﺑﺎرﮔﺬار %1 ژل آﮔﺎرز
ﺑﺮاي ﺟﻠﻮﮔﻴﺮي از اﺗﺼﺎل ﻣﺠﺪد ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﻀﻢ ﺷﺪه 
 (esatnemref  IBM)  pmirhSاز آﻧﺰﻳﻢ آﻟﻜﺎﻟﻴﻦ ﻓﺴﻔﺎﺗﺎز
. واﻛﻨﺶ ﺗﻴﻤﺎر ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ آﻟﻜﺎﻟﻴﻦ ﻓﺴﻔﺎﺗﺎزﺑﻪ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
 (،003 lµ /rgn) ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 52 µlاﻳﻦ ﺻﻮرت اﻧﺠﺎم ﺷﺪ: 
و آب ﺑﻪ ﺣﺠﻢ  (٠١ X) ﺑﺎﻓﺮ 5lµ  (،01 lµ/u) آﻧﺰﻳﻢ 1 lµ
دﻗﻴﻘﻪ  03ﺗﺎﻳﻲ(. اﻳﻦ ﻣﺨﻠﻮط،  05وﻳﺎل  2) ﻻزم ﺗﻬﻴﻪ ﺷﺪ
در ﺑﻦ ﻣﺎري اﻧﻜﻮﺑﻪ ﮔﺮدﻳﺪ. ﺑﻌﺪ از  73C°  در دﻣﺎي
ﺟﻬﺖ ﻏﻴﺮ ﻓﻌﺎل ﺳﺎزي آﻧﺰﻳﻢ در ﻫﺎ در ﻳﺎلوﻋﻤﻠﻜﺮد آﻧﺰﻳﻢ، 
 ﺪ ازدﻗﻴﻘﻪ اﻧﻜﻮﺑﻪ ﺷﺪﻧﺪ. و ﺑﻌ 51 ﺑﻪ ﻣﺪت 56 C°  دﻣﺎي 
ي ژل آﮔﺎرز، ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي آن از ﺑﺮ روي وﻛﺘﻮر ﺑﺎرﮔﺬار
  ژل ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ.
اﺑﺘﺪا ﺑﺎﻳﺴﺘﻲ  noitagilﺑﺮاي اﻧﺠﺎم واﻛﻨﺶ 
ﻏﻠﻈﺖ ﻗﻄﻌﻪ وارد ﺷﻮﻧﺪه ﺑﻪ داﺧﻞ وﻛﺘﻮر ﺗﻮﺳﻂ ﻓﺮﻣﻮل 
ﺧﺮﻳﺪاري  esagil AND 4Tآﻧﺰﻳﻢ  ﭘﺮوﺗﻜﻞزﻳﺮ، ﻃﺒﻖ 
  د.ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﺷﻮ esatnemreF IBMﺷﺪه از ﺷﺮﻛﺖ 
  ﺑﺮاﺑﺮ اﺳﺖ ﺑﺎ: (gnي وارد ﺷﻮﻧﺪه )ﻏﻠﻈﺖ ﻗﻄﻌﻪ
  R × (gnﻏﻠﻈﺖ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ )×
  Rي وارد ﺷﻮﻧﺪه ﺑﻪ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ=ﺴﺒﺖ ﻣﻮﻟﻲ ﻗﻄﻌﻪﻧ
  
ﻃﺒﻖ ﻓﺮﻣﻮل ﺑﺎﻻ، ﻧﺴﺒﺖ ﻣﻮﻟﻲ ﺑﺮاي اﻳﻦ واﻛﻨﺶ، 
 353ﻗﻄﻌﺎت  در ﻧﻈﺮ ﮔﺮﻓﺘﻪ ﺷﺪ. ﺳﭙﺲ، ﺑﻪ ﺗﺮﺗﻴﺐ 7
ﺟﻔﺖ ﺑﺎز از ژن و وﻛﺘﻮر در ﻓﺮﻣﻮل ﺑﺎﻻ ﻗﺮار  0046و
 51ﺮﻓﺖ . در ﻧﺘﻴﺠﻪ، ﺑﺎ اﻳﻦ ﻣﻘﺎدﻳﺮ ﻏﻠﻈﺖ وﻛﺘﻮر ﮔ
ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم، ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﺷﺪ. واﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق ﺑﻪ اﻳﻦ ﺻﻮرت 
 ، ﺑﺎﻓﺮBttaژن  021 gn/lµوﻛﺘﻮر،  023 gn/lµ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ:
ﺑﻪ  آب وlµ1  ﻳﻢ ﻟﻴﮕﺎز ﻓﺮﻣﻨﺘﺎزو آﻧﺰﻴﺘﺮ ﻣﺎﻛﺮو ﻟ 2( 01 X)
ﻣﺎﻛﺮوﻟﻴﺘﺮ ﻣﺨﻠﻮط ﺷﺪﻧﺪ. ﺳﭙﺲ  02ﺣﺠﻢ ﻻزم ﺗﺎ ﺣﺠﻢ 
درﺟﻪ در ﺑﻦ ﻣﺎري ﺑﻪ ﻣﺪت  22ي در دﻣﺎاﻳﻦ واﻛﻨﺶ 
ﺷﺪ. ﺑﻌﺪ از ﻋﻤﻠﻜﺮد واﻛﻨﺶ،  ﻗﺮار دادهﻳﻚ ﺷﺒﺎﻧﻪ روز 
دﻗﻴﻘﻪ ﻏﻴﺮ  01درﺟﻪ ﺑﻦ ﻣﺎري ﺑﻪ ﻣﺪت  56آﻧﺰﻳﻢ در دﻣﺎي 
ﻣﺎﻛﺮوﻟﻴﺘﺮ از اﻳﻦ واﻛﻨﺶ  02ﻓﻌﺎل ﮔﺮدﻳﺪ. و ﺳﭙﺲ ﺣﺠﻢ 
 ﺗﺮارﻳﺨﺖﻣﺴﺘﻌﺪ ﺑﺎﻛﺘﺮي  ﺳﻠﻮل ﻴﺘﺮﻣﺎﻛﺮوﻟ 002در 
 ﻫﺎي رﺷﺪﻲﻛﻠﻨﺑﺮاي  RCP ynolocﮔﺮدﻳﺪ. واﻛﻨﺶ 
ﻫﻤﺎﻧﻨﺪ واﻛﻨﺶ  RCP ynolocﻳﺎﻓﺘﻪ، اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. واﻛﻨﺶ 
ﮔﻴﺮد ﺑﺎ اﻳﻦ ﺗﻔﺎوت ﻛﻪ ﺑﻪ ﺟﺎي ﻲﻣﺻﻮرت  RCP
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﺎ ﺧﻼل دﻧﺪان اﺳﺘﺮﻳﻞ ﻲﻛﻠﻨﭘﻼﺳﻤﻴﺪ، از 
  ﻛﻨﻴﺪ.ﻲﻣاﺿﺎﻓﻪ  RCPﺑﺮداﺷﺘﻪ و ﺑﻪ ﻣﺨﻠﻮط 
  
  :ﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎﻳ
اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه از  2BBrDpﻏﻠﻈﺖ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ 
، ﺗﻮﺳﻂ دﺳﺘﮕﺎه eulB-1LX iloc .Eﺑﺎﻛﺘﺮي 
ﻣﺤﺎﺳﺒﻪ ﺷﺪ )ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داده  08 lµ/gn اﺳﭙﻜﺘﻮﻓﺘﻮﻣﺘﺮي
ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﺷﺪه از   Btta(. ﻏﻠﻈﺖ ﻣﺤﺼﻮل ژناﻧﺪﻧﺸﺪه
ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪ. )ﺗﺼﻮﻳﺮ  51 gn/µl، %1آﮔﺎروز  ژل
 اﺳﺘﺨﺮاج ﺷﺪه از ﺑﺎﻛﺘﺮي  MVSpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ(. 1 ﺷﻤﺎره
 IIuvP ، ﻣﻮرد ﺑﺮش آﻧﺰﻳﻤﻲ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ eulB-1LX iloc .E
ﺖ و ﻏﻠﻈﺖ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي ﻫﻀﻢ ﺷﺪه ﺣﺎﺻﻠﻪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓ
 (. ﺑﻌﺪ از ﺗﺎﺛﻴﺮ2 )ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ﺑﺮآورد ﺷﺪ 002 lµ/rgn
ﺧﺎﻟﺺ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﻫﻀﻢ ﺷﺪه ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ آﻟﻜﺎﻟﻴﻦ ﻓﺴﻔﺎﺗﺎز و 
 04 gn/lµﻏﻠﻈﺖ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ،  %1ﺳﺎزي آن از ژل آﮔﺎرز 
(. ﺳﭙﺲ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ و ژن اﻧﺪﻧﺸﺪهﺑﻮد )ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داده 
آﻧﺰﻳﻢ ﻟﻴﮕﺎز ﻗﺮار  ﻃﺒﻖ واﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق ﺗﺤﺖ اﺛﺮ Btta
 iloc.E ﻴﺪﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﺑﻪ ﺑﺎﻛﺘﺮيو ﭘﻼﺳﻤﮔﺮﻓﺘﻨﺪ 
  R×(gn)ﻏﻠﻈﺖ ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ×
 (ي وارد ﺷﻮﻧﺪهﻗﻄﻌﻪﻃﻮل/ﻃﻮل ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ)
  زﻫﺮه ﺣﺠﺘﻲﺟﻌﻔﺮي و ﺣﻤﻴﺪه      Bttaي ﻴﻪﻧﺎﺣﺗﺪاﺧﻠﻲ ﺷﺎﻣﻞ   ﺳﺎﺧﺖ وﻛﺘﻮرﻫﺎي
 41
(. در 4و  3ﺷﺪﻧﺪ )ﺗﺼﺎوﻳﺮ ﺷﻤﺎره  ﺗﺮارﻳﺨﺖ .eulB-1LX
واﻛﻨﺶ  MVSp در وﻛﺘﻮر Bttaﺟﻬﺖ ﺗﺎﻳﻴﺪ ورود ژن 
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و ﺻﺤﺖ ﻲﻛﻠﻨاز  RCP ynoloc
اﻧﺠﺎم  Bttaي ﺑﺎﻧﺪ ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﺗﺮادف ﻣﺸﺎﻫﺪهﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ﺑﺎ 
(. در واﻛﻨﺶ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﺑﻴﻦ 6و  5)ﺗﺼﺎوﻳﺮ ﺷﻤﺎره  ﮔﺮﻓﺖ.
 Ptta-odespي ﻪﻴﻧﺎﺣو  MVSpاز وﻛﺘﻮر  Bttaي ﻪﻴﻧﺎﺣ
 ﺑﺎﺷﺪﻲﻧﻤﻣﻬﻢ  Bttaي ﻗﻄﻌﻪ، ﺟﻬﺖ OHCي ﻫﺎﻛﺮوﻣﻮزومدر 
  .ﺷﻮدﻲﻣو در ﻫﺮدو ﺟﻬﺖ واﻛﻨﺶ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ ﺑﻪ درﺳﺘﻲ اﻧﺠﺎم 
 
( Btta) ﺗﻮاﻟﻲ اﺗﺼﺎل در ژﻧﻮم ﺑﺎﻛﺘﺮيژن  :1 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره
  RCPﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از  2BBrDpﺮ و ﺟﺪا ﺷﺪه از وﻛﺘﻮر ﺗﻜﺜﻴ
ﺟﻬﺖ ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي  %1ي ژل آﮔﺎرز ﺑﺮ رو RCPﻣﺤﺼﻮل 
  ﺟﻔﺖ ﺑﺎزي.  001ﻣﺎرﻛﺮ  Mي ﺷﺪ. ﺑﺎرﮔﺬاراز ژل 
  
  
ﺑﺎ  MVSp  rfhdﺗﺎﻳﻴﺪ ﺳﺎﺧﺘﺎر ﭘﻼزﻣﻴﺪ :2 ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره
  IIuvPاﺳﺘﻔﺎده از ﻫﻀﻢ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ 
 دارد،  آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺮ روي اﻳﻦ ﭘﻼزﻣﻴﺪ ﻳﻚ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮشاﻳﻦ 
  tuc nu MVSp: و ﺑﺮش داده ﺷﺪه ﻴﺪﻫﺎيﭘﻼﺳﻤ: tuc MVSp
   .1 bkﻣﺎرﻛﺮ  M؛ %1ﺑﺮش ﻧﺨﻮرده ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز 
  
  
 Btta-Spﻣﺮاﺣﻞ ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺷﻜﻞ ﮔﻴﺮي ﭘﻼزﻣﻴﺪ  :3ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره




  ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ از ﺗﺮارﻳﺨﺘﻲ ﺑﺎﻛﺘﺮيﻲﻛﻠﻨ :4ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
   Btta-sPﺑﺎ وﻛﺘﻮر   eulB-1LX iloc .E
  
  
ﺗﻮاﻟﻲ اﺗﺼﺎل در ژﻧﻮم ﺗﺎﻳﻴﺪ ﻛﻠﻮﻧﻴﻨﮓ ژن  :5ﺗﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره 
  RCP ynoloc( ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از Btta) ﺑﺎﻛﺘﺮي
 Mي ﺷﺪ. ﺑﺎرﮔﺬار %1ﺑﺮ روي ژل آﮔﺎرز  RCPﻣﺤﺼﻮل 
ﺑﺮاي ﺳﻪ  RCP ynolocﻧﺘﺎﻳﺞ  3، ﺳﺘﻮن ا ﺗﺎ 001 pbﻣﺎرﻛﺮ 
   دﻫﺪ.ﻲﻣﻛﻠﻨﻲ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ را ﻧﺸﺎن 
  3931 ﺑﻬﻤﻦ و اﺳﻔﻨﺪ /6 ، ﺷﻤﺎره61ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﻜﻲ ﺷﻬﺮﻛﺮد/ دوره 
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ﺑﺎ  MVSp  rfhd -  Bttaﺳﺎﺧﺘﺎر ﭘﻼزﻣﻴﺪ :6ﺼﻮﻳﺮ ﺷﻤﺎره ﺗ
  IIuvPاﺳﺘﻔﺎده از ﻫﻀﻢ ﺑﺎ آﻧﺰﻳﻢ 
: tucاﻳﻦ آﻧﺰﻳﻢ ﺑﺮ روي اﻳﻦ ﭘﻼزﻣﻴﺪ ﻳﻚ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺑﺮش دارد، 
: ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺑﺮش ﻧﺨﻮرده tucnuو  ﺑﺮش داده ﺷﺪه ﻴﺪﻫﺎيﭘﻼﺳﻤ
( ﺑﺮ روي ژل  rfhd:MVSpو  MVSp  rfhd -  Btta)ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
   .1 bK AND ﻣﺎرﻛﺮ M. %1آﮔﺎرز 
  
  ﺑﺤﺚ:
در  Bttaدر اﻳﻦ ﺗﺤﻘﻴﻖ، ﺟﺎﻳﮕﺎه 
ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ   MVSpﭘﻼﺳﻤﻴﺪ
ﺳﺎل  52. در ﻃﻮل ﻫﻤﺴﺎﻧﻪ ﺳﺎزي ﮔﺮدﻳﺪ 13Cihp
ﺟﺪﻳﺪ در  ANDي ﻫﺎﻣﻮﻟﻜﻮلﮔﺬﺷﺘﻪ اﻣﻜﺎن ﻃﺮاﺣﻲ 
  ANDﻫﺎيﻴﻚﺗﻜﻨي ﭘﻴﺸﺮﻓﺖ ﻴﺠﻪﻧﺘي آزﻣﺎﻳﺶ در ﻟﻮﻟﻪ
ﻴﺮات ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺐ ﻓﺮاﻫﻢ آﻣﺪه اﺳﺖ، اﻣﺎ ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ ﻛﻨﺘﺮل ﺗﻐﻴ
ﻫﺎي ﻴﺴﺘﻢﺳدر ژﻧﻮم ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻣﺤﺪود اﺳﺖ. اﺳﺘﻔﺎده از 
ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ در ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺧﺎص در ﺟﻬﺖ ﺣﻞ اﻳﻦ ﻣﺸﻜﻞ 
اﻫﻤﻴﺖ ﺑﺎﺷﺪ. دو ﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ در  ﺣﺎﺋﺰ ﺗﻮاﻧﺪﻲﻣ
واﻛﻨﺶ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ را ﺑﻪ  plFو  erCﺟﺎﻳﮕﺎه ﺧﺎص 
دﻫﻨﺪ و اﻏﻠﺐ در اﻳﺠﺎد ﻲﻣﺻﻮرت ﺑﺮﮔﺸﺖ ﭘﺬﻳﺮ اﻧﺠﺎم 
 13cihPﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲﺣﺬف ژﻧﻲ ﻛﺎرﺑﺮد دارﻧﺪ. وﻟﻲ ﺳﻴ
ﺑﻪ دﻟﻴﻞ ﺧﺎﺻﻴﺖ ﺑﺮﮔﺸﺖ ﭘﺬﻳﺮي واﻛﻨﺶ ﻛﺎرﺑﺮد 
(. ﺑﺎ وارد ﻛﺮدن ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﻫﺎي 41ﺑﻴﺸﺘﺮي ﺧﻮاﻫﺪ داﺷﺖ )
ي اﻧﺴﺎﻧﻲ ﻣﺸﺨﺺ ﺷﺪه ﻫﺎﺳﻠﻮلﺧﺎرج ﻛﺮوﻣﻮزوﻣﻲ در 
 واﻛﻨﺶ اﻟﺤﺎق  13cihPاﺳﺖ ﻛﻪ اﻳﻨﺘﮕﺮاز 
ي اﻧﺴﺎﻧﻲ ﺑﺎ ﻛﺎرآﻣﺪي ﻫﺎﻛﺮوﻣﻮزومﺧﺎرﺟﻲ را در AND
ﻛﻨﺪ. اﻳﻦ ﻧﺘﺎﻳﺞ ﻧﺸﺎن داد ﻲﻣﻣﻴﺎﻧﺠﻲ ﮔﺮي  %05ﺑﻴﺶ از 
ﺧﺎرﺟﻲ  ANDدر ﺟﻬﺖ اﻟﺤﺎق  13cihPﻛﻪ اﻳﻨﺘﮕﺮاز 
  ﺑﺎﺷﺪ. ﺑﺎ اﻳﺠﺎد ﻲﻣي ﭘﺴﺘﺎﻧﺪاران ﻣﻔﻴﺪ ﻫﺎﻛﺮوﻣﻮزومدر 
ي ﻫﺎي ﺳﻠﻮﻟﻲ ﻣﻮﺷﻲ و اﻧﺴﺎﻧﻲ ﻛﻪ ﺷﺎﻣﻞ رده
اﻟﺤﺎق ﺷﺪه در ﻧﻮاﺣﻲ ﺗﺼﺎدﻓﻲ در اﻳﻦ  tta ﻫﺎيﻳﮕﺎهﺟﺎ
 ANDﺑﻮدﻧﺪ. واﻛﻨﺶ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ و اﻟﺤﺎق  ﻫﺎﻛﺮوﻣﻮزوم
ي ﻫﺎي ﺳﻠﻮﻟﻲ ﺑﺎ ردهدر ﻛﺮوﻣﻮزوم اﻳﻦ ﺧﺎرﺟﻲ 
ﻫﺎي ﺷﺒﻪ ﻳﮕﺎهﺟﺎﻣﻮﻓﻘﻴﺖ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ. از ﻃﺮﻓﻲ ﺑﺎ ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ 
ﺧﺎرﺟﻲ  ANDدر اﻧﺴﺎن و ﻣﻮش ، ﻗﺎﺑﻠﻴﺖ اﻟﺤﺎق  Ptta
و آﻧﺰﻳﻢ  Bttaدر ﺣﻀﻮر ﺟﺎﻳﮕﺎه  ﻫﺎﺳﻠﻮلدر ژﻧﻮم اﻳﻦ 
اﻳﻨﺘﮕﺮاز اﻧﺠﺎم ﺷﺪﻧﻲ اﺳﺖ. ﺑﺎ وﺟﻮد اﻳﻦ اﺳﺘﺮاﺗﮋي 
ﻫﺎي از ﻗﺒﻞ ﻳﮕﺎهﺟﺎدر  ي زﻧﺪهﻫﺎﺳﻠﻮلﻗﺎﺑﻠﻴﺖ ﺗﻐﻴﻴﺮ ژﻧﻮم 
ﻋﻤﻠﻜﺮد ﻛﺎرآﻣﺪ اﻳﻦ  (.ّّ41ﺗﻌﻴﻴﻦ ﺷﺪه وﺟﻮد دارد )
ﺟﻨﻴﻨﻲ دروزوﻓﻴﻼ  يﻫﺎﺳﻴﺴﺘﻢ ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ در ﺳﻠﻮل
ﻧﺸﺎن  ،(3002و ﻫﻤﻜﺎران ) htorG ﺗﻮﺳﻂ ﻣﻼﻧﻮﮔﺎﺳﺘﺮ
ﻫﺎ، ﺑﺎ . ﻧﻮﺗﺮﻛﻴﺒﻲ درون ﻣﻮﻟﻜﻮﻟﻲ در اﻳﻦ ﺳﻠﻮله ﺷﺪداد
و  Btta ﻫﺎيﻳﮕﺎهﺟﺎ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﻛﺮدن ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺣﺎوي
و ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺣﺎوي آﻧﺰﻳﻢ اﻳﻦ ﺣﺸﺮه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ  Ptta
ﻛﺮدﻧﺪ ﻛﻪ ﺟﺎﻳﮕﺎه ﺷﻨﺎﺳﺎﻳﻲ آﻧﺰﻳﻢ اﻳﻨﺘﮕﺮاز ﺑﻮده و ﺑﻪ 
 يﻫﺎوارد ﺷﺪن در داﺧﻞ ﺳﻠﻮل يﻋﻨﻮان ﺳﻮﺑﺴﺘﺮا ﺑﺮا
  nosamohTدر آزﻣﺎﻳﺸﻲ دﻳﮕﺮ، ﺷﺪﻧﺪ.ﻲﺟﻨﻴﻨﻲ اﺳﺘﻔﺎده ﻣ
 ﭘﻼﺳﻤﻴﺪﺑﺎ ﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﻛﺮدن  ،(4002) و ﻫﻤﻜﺎران
( Bttaو ﺟﺎﻳﮕﺎه ﻳﻮراﺳﻴﻞ  ﻛﻨﻨﺪه)ﺣﺎوي ژن ﻛﺪ  LTp54
ﺣﺎوي آﻧﺰﻳﻢ اﻳﻨﺘﮕﺮاز در ﻣﺨﻤﺮ  ﭘﻼﺳﻤﻴﺪو ﻫﻢ ﭼﻨﻴﻦ، 
ﻴﺮي اﻟﻞ ﻳﻮراﺳﻴﻞ در ﺟﺎﮔﺳﺎﻛﺎروﻣﻴﺴﺰ ﭘﻤﺒﻪ ﺑﺎﻋﺚ 
ﻫﺎ در آزﻣﺎﻳﺸﻲ دﻳﮕﺮ، ﺑﺎ آنﻛﺮوﻣﻮزوم ﻣﺨﻤﺮ ﺷﺪﻧﺪ. 
و ژن  Bttaﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﻛﺮدن ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺣﺎوي ﺟﺎﻳﮕﺎه 
 يﻴﻨﻪژن اﻳﻨﺘﮕﺮاز، زﻣ يﺣﺎو ﻴﺪﻫﻤﺮاه ﺑﺎ ﭘﻼﺳﻤ، PFG
 OHCي ﻫﺎرا در ﻛﺮوﻣﻮزوم PFGژن اﻟﺤﺎق ﭘﺎﻳﺪار 
ﻧﻴﺰ ﺑﺎ  داﻧﺸﻤﻨﺪان ،2002در ﺳﺎل  (.3) ﻓﺮاﻫﻢ ﻛﺮدﻧﺪ
و ژن  Bttaﺗﺮاﻧﺴﻔﻜﺖ ﻛﺮدن ﭘﻼﺳﻤﻴﺪ ﺣﺎوي ﺟﺎﻳﮕﺎه 
 يﻫﺎﻟﻮﺳﻴﻔﺮاز و ﭘﻼزﻣﻴﺪ ﺣﺎوي ژن اﻳﻨﺘﮕﺮاز در ﺳﻠﻮل
 4اﻧﺴﺎﻧﻲ، ﺑﺎﻋﺚ ﭘﺎﻳﺪاري ﺑﻴﺎن اﻳﻦ ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ در ﻃﻮل  392
ن ﭘﺮوﺗﺌﻴﻦ ﺑﺪون ﻫﻔﺘﻪ ﮔﺮدﻳﺪﻧﺪ. اﻳﻦ در ﺣﺎﻟﻲ ﺑﻮد ﻛﻪ ﺑﻴﺎ
و آﻧﺰﻳﻢ اﻳﻨﺘﮕﺮاز ﺑﺴﻴﺎر ﺳﺮﻳﻊ و  Bttaﻫﺎي ﻳﮕﺎهورود ﺟﺎ
يﺎﻫرﻮﺘﻛو ﺖﺧﺎﺳ   ﻞﻣﺎﺷ ﻲﻠﺧاﺪﺗﺣﺎﻧﻪﻴ يattB      هﺪﻴﻤﺣ و يﺮﻔﻌﺟﻲﺘﺠﺣ هﺮﻫز  
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 ﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ نﺎﻴﺑ رد يراﺪﻳﺎﭘ ﻦﻳا ﻲﮕﺘﺴﺑاو ﺎﺑ .دﻮﺑ راﺪﻳﺎﭘﺎﻧ
 هﺎﮕﻳﺎﺟ ﻪﺑattB  ﻪﻛ ﺪﻧدﺮﻛ دﺎﻬﻨﺸﻴﭘ زاﺮﮕﺘﻨﻳا ﻢﻳﺰﻧآ و
ﻣﻲﺖﺴﻳﺎﺑ فداﺮﺗ  ﻲﺻﺎﺧ ﻦﻳا .ﺪﻨﻛ ﻢﻫاﺮﻓ ار ﻲﺒﻴﻛﺮﺗﻮﻧ
لﻮﻠﺳ درﻮﻣ رد ﺶﻳﺎﻣزآﺎﻫي ﻲﺷﻮﻣ 3T3 ﺎﺠﻧا ﺰﻴﻧ ﺪﺷ م
ﺪﻣآ ﺖﺳد ﻪﺑ ﻪﺑﺎﺸﻣ ﻲﺠﻳﺎﺘﻧ و )4(ﻪﻟﺎﻘﻣ رد .اي ﺮﮕﻳد رد
 لﺎﺳ2002 ﻣز رد ،ﻚﻴﻨﻜﺗ ﻦﻳا زاﻪﻨﻴي  ﻲﻧﺎﻣرد نژ
 هدﺎﻔﺘﺳاﺪﺷنآ .وﺎﺣ ﺪﻴﻤﺳﻼﭘ ﻚﻳ ﻖﻳرﺰﺗ ﺎﺑ ﺎﻫي ﻚﻳ 
 هﺎﮕﻳﺎﺟattB  رﻮﺘﻛﺎﻓ نژ يوﺎﺣ ﻲﻧﺎﻴﺑ ﺪﻴﻤﺳﻼﭘ ﻚﻳ و8 
لﻮﻠﺳ رد زاﺮﮕﺘﻨﻳا نژ يوﺎﺣ ﺪﻴﻤﺳﻼﭘ و ،ﻲﻧﺎﺴﻧاﺎﻫي 
ا ﺚﻋﺎﺑ ،شﻮﻣ يﺪﺒﻛ رﻮﺘﻛﺎﻓ ﺶﻳاﺰﻓ8  ناﺰﻴﻣ ﻪﺑ ﻲﻣﺮﺳ
10 ﺑ ﺮﺑاﺮﺑﺮﺘﺸﻴ  ﺪﻴﻟﻮﺗ ﻦﻳا .ﺪﻧﺪﺷ نآ لﻮﻤﻌﻣ ناﺰﻴﻣ زا
 تﺪﻣ ﻪﺑ راﺪﻳﺎﭘ8 لﻮﻠﺳ رد ،هﺎﻣﺎﻫي  ﻪﻣادا شﻮﻣ يﺪﺒﻛ
 ﺖﻓﺎﻳ)2.(  
  
:يﺮﻴﮔ ﻪﺠﻴﺘﻧ  
 هﺎﮕﻳﺎﺟ دﻮﺟو و تﺎﻋﻼﻃا ﻦﻳا زا يﺮﻴﮔ هﺮﻬﺑ ﺎﺑ
psedo-attP لﻮﻠﺳ موزﻮﻣوﺮﻛ ردﺎﻫ يCHO ﻦﻳا رد ،
 هﺎﮕﻳﺎﺟ ،ﻖﻴﻘﺤﺗattB رد ﺪﻴﻤﺳﻼﭘpSVM   يزﺎﺳ ﻪﻧﺎﺴﻤﻫ
ﺪﻳدﺮﮔ.  ﻦﻳا رد ﻲﻧﺎﺴﻧا نوﺮﻓﺮﺘﻨﻳا نژ قﺎﺤﻟا زا ﺪﻌﺑ ناﻮﺘﺑ ﺎﺗ
 ﻢﻳﺰﻧآ يوﺎﺣ ﺪﻴﻤﺳﻼﭘ و ﺪﻴﻤﺳﻼﭘ ﻦﻳا دورو و ،ﺪﻴﻤﺳﻼﭘ
لﻮﻠﺳ ﻪﺑ زاﺮﮕﺘﻨﻳاﺎﻫ يCHO  رﺎﺑ ﻦﻴﻟوا ياﺮﺑﻣزﻪﻨﻴ يراﺪﻳﺎﭘ ي
 ﻦﻳا نﺎﻴﺑﻦﻴﺌﺗوﺮﭘ  رد ارلﻮﻠﺳﺎﻫ يCHO .دﺮﻛ ﻢﻫاﺮﻓ  
  
:ﻲﻧادرﺪﻗ و ﺮﻜﺸﺗ 
 زاﻤﻛﻚﺎﻫ ﺺﺧﻻﺎﺑ نﺎﻬﻔﺻا هﺎﮕﺸﻧاد ﻲﻟﺎﻣ ي
 ناواﺮﻓ ﺮﻜﺸﺗ ﻲﻠﻴﻤﻜﺗ تﻼﻴﺼﺤﺗﻣﻲ.ددﺮﮔ  
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Background and aims: Different varieties of Chinese Hamster Ovary (CHO) cells are being used 
frequently for producing most pharmaceutical products for many years. Permanent production in 
these host cells is a major challenge. The aim of this study was to integrate the vector permanently 
in the genome. In this study, the phiC31 site-specific recombination system was used for prolonged 
maintenance of the vector in the CHO cells.  
Methods: In this laboratory experimental study, a restriction enzyme cut site (PvuII) was selected 
as a cloning site in the pSVM vector using CLC software. Cutting with this enzyme led to create 
two blunt ends into the vector. Two specific primers were designed for isolation and amplification 
of attB region from pDrBB2 vector, using Oligo®5 software. Gel electrophoresis and PCR analysis 
were performed on the amplified fragment in order to confirmation of its structure.  
Results: The attB region was successfully integrated in to pSVM vector and was shown by gel 
electrophoresis. Colony PCR technique has revealed the correct structure of the reconstructed 
vectors. 
Conclusion: In this study, the phiC31 integrate catalyzes recombination between pseudo-attP sites 
(in CHO chromosomes) and attB site. A new construct has been made in this project containing 
attB site. This construct has to be introduced into CHO cells accompanied with pCMV-int vector 
(co-transfection) containing integrase. This integrase facilitates the incorporation of the pSVM 
vector into the chromosome, in order to get a permanent existence of the new construct into the 
CHO cells. 
 
Keywords: CHO cells, Eukaryotic genome attachment site, Site-specific recombination, 
recombination, Construct, Gel electrophoresis. 
